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FIZIOLOSKE KARAKTERISTIKE PSIHROTROFNIH BACILA
IZOLOVANIH IZ SIROVOG MLEKA
Zora M. Mijacevic, Sneiana B. Bulajic
Predstavnici roda Bacillus cesto su prisutni kao kontaminenti u sirovom mleku. Njihova
ubikvitarnost, stvaranje termorezistentnih spora, sposobnost rasta i biohemijska aktivnost pri niskim
temperaturama kao i patogenost pojedinili sojeva aktueliziraju njihov znacaj u industriji hrane.
Izolacija psihrotrojnih bacila je izvedena posle inkubacije sirovog mleka od 10 dana ria hl"C.
Psihrotrofni bacili su izolovani samo iz uzoraka koji su pokazivali promenu broja bacila na pocetku
inkubacije Jposle 10 dana inkubacije na hl"C. Testirana su 56 psihrotrofna soja bacila izolovana
iz sirovog mleka. Broj bacila se tokotn inkubacije od 10 dana na 7lcl"C u 50 uzoraka sirovog mleka
povecao sa log 0.81l0. 78 na 1.73±0.86, au 6 uzoraka sa log 0.101:0.10 na 2.07±0. 47. Statisticki je
utvrdeno da je promena broja bacila u uslovima niskili temperatura za period od 10 dana visoko
znacajna.Lzolovani psihrotrofnibacilisu u 30,35% hemoliticni, 64,28% leciiinaza pozitivni, 5,35%
sojeva razlaie ielatin, a 78,57% sojeva razlaiu kazein. Sposobnost rasta u medijumu sa pH 5, 7
pokazuje 97.07% sojeva, a 78,57% raste u prisustvu 7% NaCI.
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UYOD
Prcdstavnici roda Bacillus cesto su prisutni kao kontaminenti u sirovom mleku. Njihova
ubikvitarnost, stvaranje termorczistentnih spora, sposobnost rasta i biohemijska aktivnost pri
niskim tcmpcraturama kao i patogenost pojedinih sojeva aktueliziraju njihov znacaj u industriji
hranc.
Garcia-Arrnesto i sar. (1) su ocenjivali rast 50 izolata Bacillus spp. pri razlicitim
tempcraturnim uslovima (6,5 nCIlO dana; 30 nC/3 dana i 40 "C/2 dana). Difercnciranje
psihrotrofnih bacila je izvedeno na osnovu njihove sposobnosti rasta na 6,5 "C tokom 10 dana
i izostanka rasta na 40 "C za 2 dana. Kriterijum za izucavanje psihrotrofnih bacila je i njihova
sposobnost da rastu na niskim temperaturama. Inkubacijom sirovog mlcka 10 dana na
tcmperaturi 7±1 ')Cprcma Mijacevic i sar. (2) broj bacila se poveca za dva log/ml. Za higijenu
namirnica jc veoma znacajna cinjenica da pojedini sojevi iz Bacillus cereus grupe mugu rasti na
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temperaturama ad 7°C (3). Prisustvo psihrotrofnih bacila ima znacaja jer se i u uslovima
cuvanja namimica na niskim tempcraturama mogu stvoriti uslovi za nastajanje dovoljnih kolicina
toksina, koji mogu izazvati trovanja Ijudi.
Poslednjih godina se posvecuje znacajna paznja ispitivanjima produkeijc toksina B. cereus
pri razlicitim tcmperaturama. Utvrdena su i generacijska vremena ispitivanih sojcva bacila i
dokazano je da na temperaturama > 12°C generaeijsko vreme iznosi 8,71 h, a na temperaturama
> 10 °C 18,9h. Sojevi su produkovali toksin u eksponcncijalnoj fazi rasta pri 32°C, dok je kod
pojedinih sojeva bacila toksin dokazan u stacionarnoj fazi rasta pri lO°e(4). Ispitivanja koja su
izveli Dafrenne i sal' (5) su pokazala da su gcneracijska vrcmena psihrotrofnih sojeva B. cercus
na temperaturama <7°C od 9,4-75h, da je lag faza vcgctativnih cclija znacajno pod uticajcrn
temperature inkubacije, a da su svi ispitivani sojevi produkovali dijareicni tip toksina.
Chung i sal' (7) su utvrdili da se u sirovom mlcku psihrotrofne sporogcnc baktcrijc mogu
dokazati na nivou od 0,8-120x103/ml. Sporogene baktcrije su idcntifikovane kao B. [irmus u
46,3%, B. megateriumu 23%, B. brevis u 15,7%, a ostatak su cinili B. coagulans,B. polymyxa,B.
mascerans,B. circulans i B. cereus. Vise od 85% spora B.[irmus i B. brevisinokulisanih u mleko
je germiniralo u toku 2 dana na 7°C, a sporulaeija se javila posle 10 dana. Baker i Griffits (H)
su izvcstili 0 nalazu psihrotrofnih sojcva B. cereusu sirovom i pasterizovanom mlcku. Takode
su utvrdili da je sirovo mleko glavni izvor psihrotrofnih sojeva B. cereus-a u pasterizovanom
mleku
Coghill i luffs (9) su iz 160 uzoraka pasterizovanog mleka u 31% izolovali psihrotrofne
baeile, s tim da je B. cereus dominantna vrsta. Van Netten i sal' (10) su u 8% od 483 uzorka
pasterizovanog mleka dokazali B. cereus, s tim da je priblizno polovina izolata bila sposobna
da raste na temperaturi od 7°C.
Cristiansson i sal' (3) su dokazali da psihrotrofni sojevi Bacillus cereus mogu stvarati
toksin na tcmperaturi od 8°C u agitiranorn mikrobioloskorn mediju i mleku,
Griffits (6) je dokazao da 85% psihrotrofnih izolata Bacillus spp. produkuje dijarcicni
cnterotoksin pri 25°C. Vecina ovih sojeva je identifikovana kao B. cereus i B. cereUS-li bliski
sojevi. Cetiri psihrotrofna izolata baeila su produkovala toksin tokom rasta II mlcku na
temperaturama od 6-21°C. Znacajne kolicine enterotoksina se sintetisu tck pri broju bacila
>H)7cfu/ml.
Cilj ovog radaje da utvrdi prisustvo psihrotrofnih bacila u sirovom mleku, njihove fizioloske
karakteristike i sposobnost razmnozavanja u uslovima niskih temperatura tokom 10 dana
cuvanja mleka.
EKSPERIMENTALNI DEO
lzolacija psihrotrofnih bacila je izvedena posle inkubacije odlO dana na 7± I"C. Psihrotrofni
bacili su izolovani sarno iz uzoraka koji su pokazivali promenu broja baeila na pocetku inkubaeijc
i posle 10 dana inkubacije na 7±1°C. Testirana su 56 psihrotrofna soja baeila izolovanih iz
sirovog mleka. Ispitivana je sposobnost rasta pri temperaturama 44° i 56°C, u prisustvu 7%
NaCl i u medijumu pH vrednosti 5,7. Enzimatska aktivnost znacajna za tchnoloske proccsc u
mlekarstvu utvrdivana je ispitivanjem sposobnosti bacila da razlazu kazcin, skrob i zelatin.
Ispitivanjem hemolize na krvnom agaru i aktivnosti lceitinazc dokazivanajc njihova potcncijalna
patogenost.
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REZULTATI I DISKUSIJA
Sirovo mleko je posIe muze ohladeno i u pcriodu od 2h kontrolisano na broj bacila.
Pocetan nivo bacila u mleku jc bio veoma razlicit a utvrdcne vrednosti su iznosilc manjc od 1
bacila I ml do 1,5x102/ml. Mlcko je inkubirano na temperaturi 7±1"C 10 dana i ponovo je
odredivan broj bacila. Promena log broja bacila posle 10 dana inkubacije na tempcraturi od
7±1"C prikazana je u tabeli 1.
Tabela 1. Promcne log broja bacila u sirovom mleku posle 10 dana na temperaturi 7±1"C
Table 1. The changes of log number of bacilli in raw milk after 10 days of incubation at
temperature of 7±loC
Srednja vrednost log Bacillus spp u mleku
The mean value of log number of Bacillus spp. in milk
Grupa 1 dan 10 dan
1sl day 10th day
Group n X±s Kv n X±s Kv
I 50 0,81±0,78 96 50 1,73±0,86 49
1----
II 6 O,IO±O.OI 1 6 2.07±0,47 22
Prvu grupu uzoraka sirovog mJeka cine bacili ciji se broj udvostrucio za period od 10 dana
na 7±1°C. Ova grupaje veoma heterogcno rasla i pokazivala velike varijacije u promeni broja
bacila tokom perioda inkubacijc, sto potvrduje veoma visok koeficijent varijacije. Druga grupa
sirovog mleka je imala nisku kontaminaciju razlicitim sojevima Bacillus spp. na pocetku
eksperimenta, ali sc tokom stajanja broj Bacillus spp. ]00 puta povecao. Ovakav rast bacila u
uslovima niskih temperatura ukazujc na prisustvo striktnih psihrofilnih sojeva Bacillus spp. u
sirovom mleku. Rast psihrofilnih sojeva Bacillus spp je ujednacen sto potvrduje I koeficijent
varijacije.
U prvoj grupi log broja Bacillus spp. sc tokom 10 dana povecao sa 0,81± 0,78 na 1,73±0,86,
dok se log broja Bacillus spp. u drugoj grupi tokom istog perioda cuvanja na niskim
temperaturama povecao sa pocetnog < 1/ml na log 2,07±0,47/ml.
Statistickorn obradom podataka utvrdena je statisticki znacajna razlika u broju Bacillus
spp. prvog i dcsctog dana. Dobijeni rczultati su prikazani u tabcli 2.
Tabela 2. Statisticka znacajnost promene logaritamskog broja Bacillus spp. ] i 10 dana
cuvanja sirovog mlcka na niskim temperaturama
Table 2. The statistical significanse of changes of log number of Bacillus spp. 1 and 10 days
of storage of raw milk at low temperatures
Cuvanje mleka Statisticka znacajnost
Statistical significanse
The storage of milk I grupa II grupa
I group II group
1/10dan 5,02*** 10,62*****
t-testom je utvrdena visoka statisticka znacajnost promena srednjih vrednosti log broja
Bacillus spp. prvog I desctog dana kako za prvu tako i za drugu grupu bacila.
Fizioloske karakteristike psihrotrofnih Bacillus spp. prikazane su u tabeli 3. Zapaza se da
psihrotrofni bacili pokazuju znacajnu aktivnost prema kazcinu, sto utice na odrzivost terrnicki
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tretiranih proizvoda. Ispitivani sojevi Bacillus spp. takode rastu u uslovima visokih temperatura,
u prisustvu 7% NaCl i pH 5,7 sto potvrduje sposobnost prilagodavanja bacila na razlicitc
uslove sredine. Kod ispitivanih sojeva psihrotrofnih bacila, u visokom proccntu su zastupljeni
sojevi koji daju hemolizu na krvnom agaru, zatim sojevi koji poseduju lecitinazu, i imaju
sposobnost razlaganja skroba. Ove fizioloske karaktcristike su oznaka patogenosti, pa namirnice
koje sadrzc ovakvc sojeve bacila u odredenom broju mogu biti stetne po zdravlje Ijudi.
Tabela3. Fizioloske karaktcristike psihrotrofnih bacila (n56)
Table3. The physiological characteristics of psychrotrophic bacilli (n56 )
5.35
37.50
3Razgradnja lelatina
Degradation of gelatin
Fizioloske I Pozitivni sojevi psihrotrofnih bacila
__ : The positive strains orpsychrotrophic bacilli _
Karakteristike I Broj %
I •
-,!~he physiological characteristics I Number
Hernoliza I 17 30,35
~~~i~;:~:-----------r ]6----- - . --- 64.28---
_._-,._.__ ..__._~---,.__ ... _._.- .__._.--- ...__.._-------- --~._--~ --~--- . ---_.__..._ - - - --_....._-- .- _.- _.. ----_.~-----_._.
Razgradnja skroba 21
Hydrolysis of starch
Razgraduju kazein
Degradation of casein
44 78,57
51
44
30
r
---
100.0
53.57
56Rast na 44°('
Growth on 44°C
Rast na 56°('
Growth on 56°('
._-_. __._-_ ..._,-_.__.._.,-_.~-_._..._._-- .._._------_._._--_._---_.~- ------- _. - -----_._----
Rast pri pH 5.7
~_th at pH 5.7
Rast u rnedijumu sa 7% NaCI
Growth in medium with 7%NaCl
Iz tabele 3 se vidi da je 30,35% sojeva Bacillus spp. hernoliticno, a 64,28% sojcva razlaze
lecitin. Prcma Mijacevic i sar (11) Iecitinaza pozitivni sojevi daju citotoksicni efekat na Vero
celijama od 47-74% tokom inkubacije do 96h. Ispitivani psihrotrofni sojevi Bacillus spp. su u
64% lecitinaza pozitivni, sto ukazuje na vrlo visok broj sojeva koji imaju sposobnost da stvaraju
toksine i time predstavljaju opasnost po zdravljc Ijudi koji konzumiraju kontaminiranu
namirnicu. Utvrdeno je da 5,35% sojeva razlaze zelatin, ali zato dye trecinc psihrotrofnih
sojeva Bacillus spp. degradira kazein. Costa karakteristika psihrotrolnih sojeva da hidrolizuju
kazein ukazuje na smanjenu odrzivost konzumnog mleka. Svi ispitivani sojevi su rasli na 44"C,
sto je u suprotnosti sa rezultatima Garcia-Armesto i sar (1) koji su na osnovu sposobnosti
bacila da ne rastu na 40°C, razlikovali psihrotrofne bacilc od mezofilnih. U nasern radu je
zapazeno da 53,57% ispitivanih sojeva Bacillus spp. raste i u uslovima visokih temperatura
(56°C), a cak 97,075% raste u medijurnu sa pH 5,7 i 78,57% u medijumu sa 7% NaCI.
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ZAKUUCAK
Sirovo mleko jc izvor psihrotrofnih sojcva Bacillus spp. Tokorn cuvanja mleka 10 dana na
7± IDC broj hacila se mozc povccati i do 100 pu tao Polazcci od poznate cinjcnicc da jc Bacillus
spp. veoma rasprostranjen u prirodi, da za rast i razmnozavanje ne zahteva poscbnc uslovc, da
je rezistentan i da prczivljava terrnickc tretmanc pastcrizacijc, a pored toga pojedini sojcvi
hacila irnaju termorezistentne spore koje ne unistavaju ni temperature kratkotrajnc sterilizacije,
lako se moze doci do zakljucka da su bacili mikroorganizmi znacajni za kvalitet proizvoda od
mleka. Sposohnost pojedinih sojeva Bacillus spp. da se prilagode na niske temperature, povccava
znacaj ovih mikroorganizarna u higijeni hrane. Psihrotrofni sojevi Bacillus spp. izolovani iz
sirovog mle.ka su u 64,28% slucajcva lecitinaza pozitivni sto ukazujc na znacajan hroj
potencijalno toksogenih psihrotrofnih sojcva. Dve trccine ispitivanih psihrotrofnih sojeva
Bacillus spp. razlaze kazein I direktno utice na odrzivost namirniea u prometu.
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PHYSIOLOGICAL CHARACTERISTIC OF PSYCHROTROPHIC
BACILLI ISOLATED FROM RAW MILK
Zora M. Mijacevic, Sneiana B. Bulajic
The strains of genus Bacillus are often present as contaminents in raw milk. Their
ubiquitous nature, potentiality to produce thermoresistent spores, ability to grow and bio-
chemical activity at low temperatures, so as pathogenicity of some strains have actualized
their significance in food industry.
The isolation of psychrotrophic bacilli was conducted after incubation of 10 days at 7± 1"C
(isolation is achieved only from milk samples which demonstrate the changes of Bacillus number
at the start and after 10 days of incubation at 7± 1"C).
It was examined 56 psychrotrophic strains of bacilli isolated from raw milk. During incu-
bation of 10 days at 7± I"C, in 50 samples of raw milk the number of bacilli increased from log
O.81±O.78 to 1.73±0.86, whereas in 6 samples the Bacillus number ranged from log 0.1O±O.Ol
to 2.07±0.47. The differences between mean values of Bacillus number on the first and tenth
days of incubation at low temperatures (psychrotrophic condition) were subjcstcd to the
t-test. It was noticed a highly significant difference. It was also found that 30.35% of isolated
strains were heamolytic, 64.28% degraded lechitin, 5.35% broke down gelatin, 78.57% de-
graded casein. A high percentage of isolated bacilli (97.07%) grew at pH 5.7 and 78.57%
multiplied in the presence of 7% NaCI.
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